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(54) 인터루킨-12 및 허피스 심플렉스 바이러스 항원을포함하는 백신

요약

본 발명은 허피스 심플렉스 바이러스 항원 같은 항원, 및 인터루킨 IL-12의 혼합물을 포함하고, 현탁 미네럴에 흡착될 수

있는 백신 조성물에 관한 것이다. 이러한 백신 조성물은 항원에 대한 보호 면역반응을 조절한다.

색인어

허피스 심플렉스 바이러스 항원, 인터루킨-12, 미네럴

명세서

배경기술

면역 시스템은 병원체 공격에 다수의 메커니즘을 사용한다; 그러나, 이들 메커니즘 모두가 면역 후에 늘 활성화되는 것은

아니다. 백신접종에 의해 유도된 보호면역은 병원체에 저항하거나 이를 제거하기 위한 백신의 적정 면역반응 도출능에 좌

우된다. 병원체에 따라, 세포 매개성 및/또는 체액성 면역반응을 요구할 수도 있다.

면역반응에서 헬퍼 T 세포의 역할에 대한 현재의 패러다임은 T 세포가 이들이 생성하는 사이토킨을 기초로 하여 서브세

트로 분리될 수 있고, 이들 세포에서 관찰된 독특한 사이토킨 프로필이 이들의 기능을 결정한다는 것이다. 이러한 T 세포

모델은 두 가지 주요 서브세트를 포함한다: 세포성 및 체액성 면역반응 모두를 증대시키는 IL-2 및 인터페론 γ(IFN-γ)를

생성하는 TH-1 세포, 및 체액성 면역반응을 증대시키는 IL-4, IL-5 및 IL-10을 생성하는 TH-2 세포(Mosmann et al., J.

Immunol. 126:2348(1986)). 면역되는 유기체에서 더 강한 면역반응을 얻고 항원-보유체에 대한 숙주 저항성을 강화하기

위하여 때로는 항원의 면역원능을 증강시키는 것이 바람직하다. 투여되는 항원의 면역원성을 증강시키는 물질은 보조제로

알려져 있다. 예를 들면, 특정의 림포카인은 보조 활성을 지닌 것으로 나타났으며, 따라서 항원에 대한 면역반응을 증강시

킨다(Nencioni et al., J. Immunol. 139:800-804(1987); EP285441 to Howard et al.).

발명의 개요

본 발명은 허피스 심플렉스 바이러스 당단백질 D, 인터루킨 IL-12 및 현탁 미네럴의 혼합물을 포함하는 백신 조성물에 관

한 것이다. IL-12는 미네럴 현탁에 흡착되거나 간단히 이와 혼합될 수 있다. 본 발명의 특정 양태에서, IL-12는 알룸(예를

들면, 수산화 알루미늄 또는 인산 알루미늄) 같은 미네럴 현탁에 흡착된다. 특정 양태에서, IL-12는 인간 IL-12이다. 본 발

명은 또한 생리학적으로 허용되는 비히클을 추가로 포함하는 백신 조성물에 관한 것이다. 본 발명은 또한, 허피스 심플렉

스 바이러스 당단백질 D, 보조량의 인터루킨-12, 현탁 미네럴의 혼합물을 포함하고, 임의로 생리학적으로 허용되는 비히

클을 포함하는 면역원 조성물에 관한 것이다.

본 발명의 조성물은 항원에 대한 보호 면역반응을 조절한다; 즉, 백신 조성물은 백신접종 숙주의 항체반응을 정량적, 정성

적으로 향상시킬 수 있고, 병원체에 대한 보호반응을 위한 세포 매개성 면역을 정량적으로 증가시킬 수 있다. 본 발명의 특

정 양태에서, 항원은 허피스 심플렉스 바이러스 I 형 및/또는 II 형의 엔빌로프 당단백질 D(gD)와 같은 허피스 심플렉스 바

이러스(HSV) 항원이다.

본 발명은 또한, HSV gD와 IL-12를 현탁 미네럴과 혼합하는 단계를 포함하는 백신 조성물의 제조방법에 관한 것이다. 특

히, IL-12는 미네럴 현탁에 흡착된다. 본 발명은 또한, 생리학적으로 허용되는 용액 중의 HSV gD, IL-12 및 현탁 미네럴

의 혼합물을 포함하는 백신 조성물 유효량을 척추동물 숙주에 투여하는 단계를 포함하는, 보호 면역반응을 위한, 백신접종

자의 체액성 및/또는 세포-매개성 면역 도출 또는 증가방법에 관한 것이다. 특히, IL-12는 미네럴 현탁에 흡착된다.

발명의 상세한 설명
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당단백질 D(gD)는 허피스 심플렉스 바이러스(HSV) I 및 II 형의 엔빌로프 당단백질이다. HSV gD는 동물 모델에서 1차 및

회귀성 HSV 감염에 대한 강력한 보호면역 유도제인 것으로 나타났다(Mishkin et al., Vaccine 9:147-153 (1991);

Landolfi et al., Vaccine 11:407-414 (1993)).

IL-12는 다양한 항원-제공 세포, 주로 대식구 및 단핵구에 의해 생성된다. 이는 순수한(naive) T 세포로부터 TH-1 세포

의 유도에서 중요한 요소이다. IL-12의 생성 및 이에 대한 반응능은 예를 들면, 기생충 감염, 특히 레이슈마니아증 동안,

보호성 TH-1-유사 반응의 발생에 중요한 것으로 나타났다(Scott et al., U.S. 특허 No. 5,571,515). IL-12의 효과는 NK

세포 및 T 헬퍼 세포에 의해 생성된 IFN-γ에 의해 매개된다. IFN-γ는 T-의존성 단백질 항원에 대한 IgG2a 항체의 유도

(Finkelman and Holmes, Annu. Rev. Immunol. 8:303-33(1990)) 및 T-독립성 항원에 대한 IgG3 반응(Snapper et al.,

J. Exp. Med. 175:1367-1371(1992))에 중요하다. 본래는 천연 살해 세포 자극인자로 불렸던 인터루킨-12(IL-12)는 헤

테로 이량체 사이토킨이다(Kobayashi et al., J. Exp. Med. 170:827 (1989)). 재조합 숙주세포내 IL-12 단백질의 발현 및

분리는 1990년 5월 17일자로 공개된 국제특허출원 WO 90/05147에 설명되어 있다.

본원에 기술된 연구는 허피스 심플렉스 바이러스(HSV) 백신에 보조제로서 IL-12의 사용에 관한 것이다. 따라서, 본 발명

은 HSV gD, IL-12 및 현탁 미네럴의 혼합물을 포함하는 백신 조성물에 관한 것이다. 본 발명의 특정 양태에서, IL-12는

알룸(예를 들면, 수산화 알루미늄 또는 인산 알루미늄) 같은 미네럴 현탁에 흡착된다. 이들 백신 조성물은 HSV에 대한 보

호 면역반응을 조절한다; 즉, 백신 조성물은 병원성 항원에 대한 보호반응을 위해 백신접종 숙주의 세포 매개성 면역을 도

출할 수 있다.

IL-12는 몇몇 적당한 공급원으로부터 수득될 수 있다. IL-12는 재조합 DNA법에 의해 생성될 수 있다; 예를 들면, 인간

IL-12를 암호화하는 유전자를 클로닝하여 숙주 시스템에서 발현시키면, 다량의 순수한 인간 IL-12가 생성된다. 또한, IL-

12의 생물학적 활성 서브유닛 또는 단편도 본 발명에 유용하다. 아울러, 특정의 T 림프구 계통도 고수준의 IL-12를 생성

하여, 용이하게 이용할 수 있는 공급원을 제공한다. 재조합 인간 및 쥐 IL-12의 시판원은 Genetics Institute, Inc.(미국 매

사추세츠 케임브리지 소재)를 포함한다.

본 발명의 항원, 예를 들면 HSV 항원은 포유동물 숙주와 같은 척추동물에서 항원에 대한 면역반응 도출에 사용될 수 있다.

예를 들면, 항원은 HSV gD 단백질 항원 또는 면역반응 자극능을 보유하는 이의 일부일 수 있다.

본 발명의 방법은 포유동물, 특히 인간 또는 기타 영장류에 항원, 예를 들면, HSV gD 항원, 보조량의 IL-12 및 현탁 미네

럴의 혼합물을 포함하는 면역학적 유효량의 백신 조성물을 투여하는 단계를 포함한다. 특히, IL-12는 미네럴 현탁에 흡착

된다. 본원에서 사용되는 IL-12의 "보조량"이란 약 1 나노그램 내지 약 20 마이크로그램, 좀더 구체적으로는 약 100 나노

그램 내지 약 5 마이크로그램 용량을 의미한다. 본원에서 사용되는 백신 조성물의 "면역학적 유효" 용량은 면역반응 도출

에 적당한 용량이다. 특정 용량은 치료하고자 하는 포유동물의 연령, 체중 및 의학적 증상과, 투여방법에 좌우된다. 적정

용량은 당업자에 의해 용이하게 결정될 것이다. 백신 조성물은 생리 식염수 또는 포스페이트 완충 식염수 또는 글리세롤이

나 프로필렌 글리콜 같은 에탄올 폴리올 같이 약학적으로 또는 생리학적으로 허용되는 비히클로 임의로 투여될 수 있다.

소량의 세제도 백신 안정성 증강을 위해 포함시킬 수 있다.

백신 조성물은 식물성 오일 또는 이의 에멀션, 계면활성제, 예를 들면 헥사데실아민, 옥타데실 아미노산 에스테르, 옥타데

실아민, 라이소레시틴, 디메틸-디옥타데실암모늄 브로마이드, N,N-디옥타데실-N′-N′비스(2-하이드록시에틸-프로판 디

아민), 메톡시헥사데실글리세롤, 및 플루로닉 폴리올; 폴리아민, 예를 들면, 피란, 덱스트란설페이트, 폴리 IC, 카보폴; 펩

타이드, 예를 들면, 뮤라밀 디펩타이드, 디메틸글라이신, 터프트신; 면역 자극 복합체; 오일 에멀션; 리포폴리사카라이드,

예를 들면 MPLR(3-O-탈아실화 모노포스포릴 리피드 A; RIBI ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, Montana); 및

미네럴 겔 같은 부가적인 보조제를 임의로 포함할 수 있다. 본 발명의 항원은 또한 리포솜, 와우상(cochleates), 생분해성

중합체, 예를 들면 폴리-락타이드, 폴리-글리콜라이드 및 폴리-락타이드-코-글리콜라이드, 또는 ISCOMS(면역자극 복합

체) 중으로 혼입될 수 있고, 보충성 활성성분이 또한 사용될 수 있다. 본 발명의 항원은 또한 세균 독소 및 이의 약독화 유

도체와 함께 투여될 수 있다. 본 발명의 항원은 또한, 인터루킨-2, IFN-γ 및 GM-CSF(이에 국한되지 않음)를 포함하여 기

타 림포킨과 함께 투여될 수 있다.

백신은 비경구, 동맥내, 피내, 경피(서방형 중합체의 사용 등에 의해), 근육내, 복강내, 정맥내, 피하, 경구 및 비내 투여경

로(이에 국한되지 않음)를 포함하여 다양한 경로에 의해 인간이나 동물에 투여될 수 있다. 이러한 백신에 사용되는 항원의
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양은 항원의 동질성에 따라 변동될 것이다. 본 백신에 적용하기 위한 통상의 캐리어 항원과 함께 사용되는 설정 용량 범위

의 조정과 조작은 당업자의 역량 안에 있다. 본 발명의 백신은 미숙 및 성체 온혈동물 모두와, 특히 인간의 치료에 사용하

기 위한 것이다. 전형적으로, 항원 및 IL-12/알룸 배합물은 동시에 투여될 것이다.

IL-12의 보조작용은 다수의 중요한 함축성을 지닌다. IL-12의 보조성은 백신접종 유기체에서 항원에 대해 생성된 보호 항

체의 농도를 증가시킬 수 있다. 결과적으로, 유효(즉, 보호) 백신접종은 통상적으로 요구되는 것보다 소량의 항원으로 성취

될 수 있다. 항원 필요량의 이러한 감소는 제조하기가 곤란하고 비용이 많이 드는 백신의 좀더 광범위한 사용을 선도할 수

있다. 또한, 보조제로서 IL-12의 사용은 면역반응을 도출하기에 항원성이 약하거나 면역원성이 불충분한 항원의 능력을

증강시킬 수 있다. 이는 또한 항원이 유효 면역에 통상적으로 요구되는 농도에서 유독할 때 좀더 안전한 백신접종을 제공

할 수도 있다. 항원의 양을 감소시킴으로써, 유독 반응의 위험이 감소된다.

전형적으로, 백신접종 양생법은 "보호" 면역반응을 자극하기 위하여 수주일 또는 수개월에 걸친 항원 투여를 필요로 한다.

보호 면역반응은 백신이 지향하는 특정 병원체에 의해 야기된 질병으로부터 면역된 유기체를 보호하기에 충분한 면역반응

이다. IL-12는 HSV 항원과 같은 항원과 투여되고, 현탁 미네럴(예를 들면, 알룸)과 혼합되거나 이에 흡착될 때, 보호 면역

반응의 생성을 가속시킬 수 있다. 이는 유효 백신접종 양생법의 타임코스를 감소시킬 수 있다. 일부 경우에는 단일 용량으

로 보호 반응의 생성을 유도할 수도 있다. 본 발명의 백신 조성물은 또한 HSV에 이미 감염된 대상에서 증후 에피소드의 수

와 중증도를 감소시키는 데 치료적으로 유용하다.

본원에 기술된 작업의 결과로, 현탁 알룸에 흡착된 IL-12와 HSV 서브유닛 백신의 동시투여는 반응의 압도적인 TH-1-연

관 프로필을 도출하는 것으로 나타났으며; 이러한 점은 gD 서브유닛 백신에 대한 면역 유도의 새로운 패턴이다. 본원에서

좀더 상세히 기술되는 바와 같이, 가용성이고 인산 알루미늄 흡착된 gD에 의한 면역의 예비임상 모델에서 작동적인 IL-12

의 용량범위가 결정되었다. 본원에 기술된 결과에 의하면 또한, 알룸과 함께 또는 알룸 없이 사이토킨/당단백질에 의한 면

역은 TH-1-연관 항체 프로필을 도출하는 것으로 드러났다. 백신과 IL-12/알룸의 동시투여는 ELISA 및 바이러스 중화에

의해 측정된 안티-gD 항체의 수준 증가에 의해 나타나는 바와 같이 서브유닛 백신에 대한 면역반응성에 보조효과가 있다.

바이러스 감염력과 체액성 및 세포성 면역반응의 주요 표적에 필수인 것으로 나타난 허피스 심플렉스 바이러스 I 형 및 II

형의 엔빌로프 당단백질인 당단백질 D(gD)는 인간에서 1차 및 회귀성 허피스 감염에 대해 사용하기 위한 1차 백신 후보

역할을 한다. 현재 인간 사용에 허용된 알루미늄계 또는 다른 면역흡착제로 제형된 gD 서브유닛 백신의 투여는 몇몇 예비

임상 연구에서 TH-2 T 헬퍼 림프구의 현저한 자극이 원인이 될 수 있는 면역반응 프로필을 유도하는 것으로 나타났다. 그

러나, 회귀성 허피스 질환의 저지 및 적당한 보호 면역기능의 확립은 반응의 강력한 TH-1 프로필의 유도를 요할 것으로

보인다.

본원에 기술된 작업의 결과는 가용성이고 AlPO4-흡착된 gD의 동시투여로 체액성 및 세포성 면역반응의 정량적 증가, 및

체액성 반응의 정성적 변화가 일으남을 나타낸다. 이러한 점은 IL-12의 존재하에 백신에 의해 도출된 변형된 IgG 서브클

래스 프로필에 의해 입증된다. 사실, IgG2a 항체의 우선적인 유도는 이의 효율적인 보체 고정능과 함께 TH-1 반응 프로필

의 특징 중 하나이다. IL-12 투여에 의한 면역반응의 면역조절은 또한 IL-4(TH-2 연관)와 비교시, IFN-γ(TH-1 연관)의

쉬프팅 비율과 크기에서 자명하다.

또한, 가용성 서브유닛 백신을 IL-12와 동시투여하여 면역시킨 마우스에서 항원-특이성 세포분해 활성의 유도에 주목하

는 것이 특히 중요하다. 반응의 이러한 패턴은 IL-12의 첨가가 gD 서브유닛 백신에 대한 면역반응의 특성에 있어 근본적

인 변화를 초래하는 데, 그 이유가 gD 서브유닛 백신이 선행 연구에서 세포분해 활성 유도능을 거의(있다 치더라도) 입증

하지 못하였음을 시사한다.

이러한 신규 제형에 의해 도출된 면역반응의 스펙트럼은 자연적인 바이러스 감염에 의해 유도된 것과 밀접하게 관련이 있

고 병이 없는 혈청 양성인에서 관찰된 면역 패턴과 연관되어 있다. 취합해 보면, 이러한 결과는 IL-12-매개 면역조절이 허

피스 심플렉스 바이러스 질환에 대해 면역요법적 및/또는 예방적 간섭에 유효한 면역반응 프로필의 확립에 중요한 혜택을

제공함을 시사한다.

하기 실시예는 본 발명의 설명 목적으로 제공되며 본 발명의 범위를 제한하지는 않는다. 본원에서 인용되는 모든 참조문헌

의 교시내용은 본원에서 참조로 인용된다.

실시예
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재료 및 방법

허피스 심플렉스 바이러스 당단백질 D의 발현과 정제 및 백신 제조

허피스 심플렉스 바이러스 당단백질 D(gD) 백신의 제조방법은 Landolfi 등(Vaccine 11(4):407-414(1993))에 기재된 바

와 같다.

실험 설계

암컷 Balb/C 마우스를 표 1에 개설된 그룹으로 무작위로 만든다(N = 10/그룹). 0 및 21일째 되는 날에, 동물에 상기 gD 백

신을 단독으로 또는 다양한 용량의 IL-12와 혼합하여 넓적다리에 근육내 투여한다. 마우스를 면역 전 및 면역 후 7일 간격

으로 개별적으로 출혈시킨다. 각 그룹에서 5 마리의 마우스를 28일째 및 35일 째 되는 날에 참수시켜 면역 비장세포 및 질

세척물을 수거한다. 혈청 및 질 세척물의 분석은 효소-결합 면역분석(EIA)에 의한 gD 항원에 대한 IgA 및 IgG 서브클래스

항체 반응의 정량을 포함한다. 기능성 항체 활성을 혈청의 HSV 감염력 중화능에 의해 평가한다. 세포-매개 활성은 세포분

해성 T 림프구 분석, 림프구 증식 분석 및 사이토킨 분비 패턴에 의해 평가한다.

EIA 분석

개별 혈청의 HSV gD-특이성 항체 반응을 York 등(Vaccine 13:1706-1712(1995))에 의해 기술된 바와 같이 EIA에 의해

정량한다.

간단히 말해서, 96-웰 플레이트를 정제된 gD로 1 시간 동안 20 ng/웰의 농도로 코팅한다. 플레이트를 0.01 M PBS 및

0.1% 트윈-20으로 3회 세척한 다음, PBS와 1% BSA의 용액을 사용하여 블로킹한다. 플레이트를 실온에서 1 시간 동안

배양한 다음, 0.01 M PBS 및 0.1% 트윈-20으로 3회 세척한다. 이어서, 0.05 M 트리스-완충 식염수내 혈청의 연속 2배

희석액을 2개 1조 웰에 가하고 1 시간 동안 배양한다. 웰을 2차 항체 첨가에 앞서 0.01 M PBS 및 0.1% 트윈-20으로 세척

한다. 이들 항체는 호스래디시 퍼옥시다제(HRP)-표지 염소 안티-마우스 IgG(TBS 및 0.1% 트윈-20내 1:2000 희석), 바

이오틴화 염소 안티-마우스 IgG1 및 IgG2a(TBS 및 0.1% 트윈-20내 400 ng/ml)로 구성된다. 애비딘-HRP를 50 ng/ml

농도로 IgG1 및 IgG2a 검출 웰에 가한다. 1 시간 배양 후에 웰을 ABTS(2,2′-아지노비스(3-에틸벤조티아졸린)-6 설폰산

디암모늄 염) 기질의 첨가에 앞서 세척한다. 생성되는 색채를 OD에 대해 405 nm에서 정량하고, 종점 외삽법에 의해 역가

를 측정한다.

혈청 중화

개별 혈청을 전술한 바와 같이(Mishkin et al., Vaccine 9:147-153(1991)) 미세중화 분석법을 이용하여 HSV 중화역가를

평가한다.

간단히 설명해서, Vero 세포를 96-웰 평저 플레이트에서 유착시까지 증식시킨다. 시험 혈청을 30분간 56℃에서 열 분활

성화시킨 다음 배지에 연속 2배 희석시켜 0.1 ml 부피를 얻는다. 이어서, 동등 부피의 HSV1 또는 HSV2(바이러스 대략

100 pfu 함유)를 가한다. 보체-의존 분석법의 경우, 10%(v/v) 기니 피그 보체도 포함시킨다. 이어서, 바이러스/혈청/(보

체) 혼합물을 Vero 세포 단일층에 직접 첨가하기에 앞서, 부드럽게 흔들어 주면서 37℃(5% CO2)에서 1 시간 동안 배양한

다. 바이러스(즉, 무혈청 배지), 배지(즉, 비감염 세포), 및 보체(즉 무혈청 또는 무보체 배지) 대조군을 각각의 분석에 포함

시킨다. 37℃에서 배양한 뒤에 세포를 1% 메틸셀룰로스로 오버레이시킨다. 바이러스 대조 웰에서 대략 50개의 플라크가

계수될 수 있을 때까지(즉, 48 내지 72 시간) 플레이트를 37℃(5% CO2)에서 배양한다. 플라크를 계산하며, 역가는 50%

이상의 플라크 감소를 일으키는 최종 혈청 희석의 역수로 정의한다.

림프구 증식 반응

HSV-특이성 림프구 증식 분석법은 이미 상세히 기재되어 있다(Ishizaka et al., Viral Immunology 4:187-193(1991)).

비장세포를 마우스로부터 수거하여 보충된 RPMI(Roswell Park Memorial Institute medium N. 1640, 림프구 배양 시스

템에 사용되는 일반 조직 배양 배지)에 모은다. 이어서, 세포를 0.1 ml 중의 96-웰 평저 플레이트에 2 x 105 생존 세포/웰
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로 플레이팅한다. 5개의 똑같은 웰을 사용된 각각의 시험관내 자극 항체에 대해 포함시킨다. 이들은 배지, Vero 세포 용해

물, HSV1(105 열 불활성화 pfu/웰), HSV2(105 열 불활성화 pfu/웰) 및 HSV2의 정제된 배큘로바이러스-발현 재조합 당

단백질 D(bgD2)(20 ng/웰)을 포함한다. 이들은 각각 0.1 ml 부피로 운반된다.

이어서, 플레이트를 37℃(5% CO2)에서 5일간 배양한다. 수거하기 5 내지 6 시간 전에 각각의 웰을 RPMI 25 ml 중의 3H-

티미딘 0.5 μCi로 펄싱한다. 세포를 세포 수거기를 사용하여 유리 섬유 필터 매트 상에 수거하고, 베타플레이트 카운터를

사용하여 혼입된 활성을 측정한다.

세포독성 T 세포 활성

전술한 바와 같이(York et al., 1995) 비장세포를 특이적 CTL 활성의 2차 자극에 사용한다. 본 실험에서, 비장세포는 면역

14주 후 수거한다. 비장 세포 현탁을 제조한 다음 실온에서 4분간 0.17% NH4Cl(5 ml/비장)로 처리하여 적혈구를 삼투 제

거한다. 이어서, 세포를 세척하고 계수하여 트립판 블루 다이 배척에 의해 생존성을 시험한다.

순수한(naive) 동물로부터의 비장세포를 항원 제공 세포(APC)로 사용한다. 이들을 γ선(2000R)에 노출시킨 다음 HSV1

(스트레인 NS) 및 HSV2(스트레인 186)로 와동하에 37℃(5% CO2)에서 1 시간 동안 감염 중복도(MOI) 5로 감염시킨다.

세포를 1회 세척하고, 5 x 106 세포/ml로 재현탁시킨 다음 다시 4 시간 동안 배양시킨다. 이어서 바이러스를 15분간 단파

장 UV에 노출시켜 불활성화시킨다. 배지 5 ml 중의 2 x 107 작동세포/웰에 APC를 가한다(5 x 106 세포를 함유하는 1

ml). 이어서, 배양액을 세포분해 활성에 대한 51Cr-방출 분석에 앞서 5일간 배양한다.

시험관내 재자극 후에 플레이트로부터 작동세포를 수거하고 트립판 블루 배척을 이용하여 생존성을 평가한다. 이어서, 세

포 농도를 배지에서 조정하고 200 ㎕의 3개 한조 분취량에 플레이팅하여 목적하는 작동세포:표적(E:T)비를 수득한다. 이

어서 희석액을 2배로 만든다.

A20 표적세포를 분석을 위해 적정수로 수거한다. 이들을 초기 1 시간 흡수기간 동안 10 MOI로 HSV1 및 HSV2로 감염시

키고, 세척하여 추가로 3 시간 동안 배양한다. 대조군으로 사용될 비감염 A20 세포를 동일한 방법으로 모방-감염시킨다.

배양 3 시간 후, 5 x 106 내지 1 x 107 A20 표적물을 펠릿화하고 태 송아지 혈청 0.2 ml에 재현탁시키며, 여기에 51Cr 200

μCi를 가하고, 1 시간 동안(37℃, 5% CO2)에서 배양한다. 이어서, 세포를 RPMI 10 ml에서 2회 세척하고, 배지 1 ml에 재

현탁시킨 다음, 희석시켜 적당한 E:T비의 100 ml 분취량을 수득한다.

작동세포 및 표지된 표적 세포를 4 시간 배양하고(37℃, 5% CO2), 이 시기에 각각의 웰로부터 상등액 100 ㎕를 신중히 수

집하여 감마 카운터상에서 감마 방출에 대해 평가한다. 2% 트윈-20으로 처리된 표지 표적의 3개 한조 웰을 사용하여 총

방출을 측정한다. 배지에서만 4 시간 배양한 표지된 표적 세포의 3개 한조 웰로부터 자연 방출을 계수한다. % 특이적 방출

을 하기 공식을 이용하여 게산한다.

% 특이적 방출 =

사이토킨 분석

전술한 바와 같이(York et al., 1995), 효소-결합 면역스폿 분석(ELISPOT)을 IL-4 및 IFN-γ 분비 세포의 직접 계수에 사

용한다. 멸균조건하에서, 밀리포어 HA 니트로셀룰로스 96-웰 밀리역가 플레이트를 멸균 PBS 중 5 ㎍/ml(안티-IFN-γ)

또는 2 ㎍/ml(안티-IL-4)의 농도로 안티-사이토킨 MoAb 100 ㎕ 부피로 코팅한다. 플레이트를 실온에서 밤새 배양한 다

음 멸균수로 4회, 이어서 PBS와 0.05% 트윈-20으로 3회 세척한다. 이어서 웰을 RPMI 1640 및 1% BSA 0.2 ml를 사용

하여 블로킹시킨 다음 5% CO2(37℃)에서 10분간 배양한다. 이 시기 동안, 목적 농도의 세포 현탁액을 제조한다.
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각각 PBS로 및 0.05% 트윈-20을 함유하는 PBS로 3회 세척함으로써 블로킹 용액을 제거한다. 세포를 예정된 농도와 희

석율로(즉, 1 x 106/웰), 웰에 0.1 ml 부피로 삼중으로 접종한다. 플레이트를 5% CO2(37℃) 배양기에서 20 시간 배양한

다. 각각을 PBS로, 이어서 PBS와 0.05% 트윈-20으로 3회 세척하여 세포를 제거한다. 이어서 바이오틴화 MoAb를 PBS

및 0.05% 트윈-20 + 1% FBS에 최종농도 0.25 ㎍ 안티-IFN-γ/ml 또는 4 ㎍ 안티-IL-4/ml로 제조하고, 웰에 항체 용액

0.1 ml를 가한다. 플레이트를 습윤실내 4℃에서 밤새 배양한다.

PBS 및 0.05% 트윈-20 + 1% FBS에 1:400으로 희석한 퍼옥시다제-접합된 염소 안티-바이오틴 항체 0.1 ml/웰 첨가에

앞서 플레이트를 PBS 및 0.05% 트윈-20으로 3회 세척함으로써 스폿을 전개시킨다.

스폿을 가시화하기 위해, 기질 0.2 ml를 첨가하기에 앞서 플레이트를 PBS로 3회 세척한다. 이는 유리관내 디메틸포름아

미드 1 ml에 3-아미노-9-에틸카바졸 10 mg을 용해시킨 다음 0.1 M 나트륨 아세테이트 완충액 30 ml를 첨가하여 제조

한다. 사용 직전에, 15 ㎕ H2O2를 기질 용액에 가한다. 스폿을 실온에서 5 내지 15분간 전개시키고, 탭 워터를 가하여 전

개를 중단시킨다. 스폿을 해부 현미경을 사용하여 계수한다.

결과

EIA 반응

안티-gD IgG 클래스 및 서브클래스 반응을 표 1에 요약하였다. 50 이하의 역가(최초 혈청 희석액)를 역가 25로 배정한다.

7일째 되는 날에, 생 HSV1으로 프라이밍된 마우스만이 의미있는 전체 IgG 역가를 보였다(표 1a). 그러나, 활성의 측정가

능한 수준이 가용성 gD 및 IL-12를 투여한 동물로부터의 혈청에 대해 기록되었다. 28일째까지는, 가용성 백신 단독으로

하였을 때와 비교하여 사이토킨의 모든 용량에서 가용성 서브유닛 백신과 IL-12를 투여한 마우스에서 증대된 반응 패턴이

나타났다. 여기에서, 반응은 가용성 gD를 1.0 ㎍ IL-12와 투여한 마우스로부터의 혈청에서 최대였다. AlPO4-흡착 당단백

질을 투여한 마우스의 경우, AlPO4와 gD + 0.2 ㎍ IL-12로 면역시킨 동물에서만 증강된 IgG EIA 반응이 관찰되었으며,

대략 2배의 증가를 유도하였다. 35일째까지는, 가용성 gD(AlPO4 없음)에 대한 전체 IgG 항체 반응에 대해 용량 의존성

IL-12 보조효과가 나타났다. 0.2, 1.0 및 5.0 ㎍의 IL-12와 gD를 동시투여하면 각각 5, 24 및 215배 증가된 반응을 유도

하였다. 이와 대조적으로, IL-12를 AlPO4-흡착 gD에 가하였을 때, 0.2 ㎍의 IL-12로 최대 반응성이 일어났다.

저수준의 활성이 나타난 HSV1-감염 동물을 제외하고는 어떠한 처리 그룹에서도 7일째 되는 날에 IgG1 반응(표 1b)이 관

찰되지 않았다. 50 이하의 역가(최초 혈청 희석액)를 역가 25로 배정한다. 28일째까지는, IL-12 없이 AlPO4-흡착된 당단

백질로 면역시킨 마우스로부터의 혈청에서 최대 IgG1 안티-gD 반응이 나타났다. 사실, AlPO4 흡착 백신에 IL-12의 첨가

는 이 반응에서 명백한 용량-관련 감소를 유도하였다. 이와 대조적으로, 가용성 gD와 IL-12의 동시투여는 서브유닛만으

로 하였을 때에 비해 증강된 IgG1 반응을 유도하였다. 그러나, IL-12가 없는 제형은 AlPO4 흡착 서브유닛 단독에 대해 관

찰된 것만큼 큰 활성수준을 산출하였다. 35일째까지 IgG1 역가는 모든 그룹에서 쇠퇴하였다. 이 시기에, IL-12와 함께 가

용성 gD를 투여한 마우스의 IgG1 역가는 AlPO4-흡착 서브유닛 백신으로 면역시킨 후 보인 것들에 필적하는 수준에 이르

렀다.

IgG2a 안티-gD 반응(표 1c)은 7일째까지 HSV1-프라이밍된 동물에서 명백하였다. 50 이하의 역가(최초 혈청 희석액)를

역가 25로 배정한다. 0.2 또는 5.0 ㎍ IL-12와 투여한 가용성 gD로 한 이 시기에 적당한 반응이 주지된다. 28일째 되는 날

에, IL-12 투여로 상당히 증가한 IgG2a 역가가 생성되었다. 이러한 점은 가용성 gD를 투여한 동물에서 특히 명백하였고,

여기에서 역가의 1000배 이상 증가가 관찰되었다. IL-12와 AlPO4 흡착 백신의 동시투여는 또한 gD-특이성 IgG2a 항체

의 상당한 증가를 초래하였다. 이 경우에, IgG2a 항체 반응은 0.2 ㎍ IL-12를 사용하였을 때 최대였으며, 이는 알룸-결합

된 IL-12가 생물학적 활성을 현저히 증강시켰음을 시사한다. 35일째 되는 날에, 전체 IgG에 대해 주목된 반응 패턴은

IgG2a 반응에 밀접하게 필적하였고 이는 IL-12와 서브유닛 gD 백신의 동시투여가 상당한 보조효과, 및 IgG2a 항체의 고

역가 도출을 이끌어냈음을 나타낸다.

등록특허 10-0622716

- 7 -



표 1a

HSV-2 gD 면역에 대한 혈장 IgG 항체 반응의 IL-12 증강

표 1b

HSV-2 gD 면역에 대한 혈장 IgG1 항체 반응의 IL-12 증강
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표 1c

HSV-2 gD 면역에 대한 혈장 IgG2a 항체 반응의 IL-12 증강

분비 항체 반응

질 분비물을 IL-12- 제형 gD로 면역시킨 후 항체 활성에 대해 분석한다. IgA 안티-gD(표 2a)가 다수의 처리 그룹에서 관

찰된다. 최대 역가는 가용성 gD와 1.0 ㎍ IL-12를 투여한 마우스로부터 유도된 분비물에서 일어난다. 이 그룹은 또한 28
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일째 되는 날에 IgG 안티-gD(표 2b)의 최고 역가를 나타내었다. 비교적 확고한 IgG 역가가 AlPO4 흡착 gD를 0.2 ㎍ IL-

12와 투여한 마우스에서 나타났다. 5 이하의 역가(최초 혈청 희석액)를 역가 3으로 배정한다. 35일째 되는 날에, 어떠한

그룹의 질 세척물에서도 유의할 만한 gD-특이성 IgA가 존재하지 않았다. 그러나, 가용성 또는 AlPO4-흡착 gD + 5.0 ㎍

IL-12로 면역시킨 동물은 항원-특이성 IgG의 현저한 질 세척물 역가를 나타내었다.

표 2a

IL-12-제형된 gD에 대한 점막 IgA 안티-HSV-2 반응

표 2b

IL-12-제형된 gD에 대한 점막 IgG 안티-HSV-2 반응

혈청 HSV-2 중화 역가

보체 증강된 중화 항체 역가(표 3)는 가용성 gD를 IL-12와 투여한 마우스로부터의 혈청에서 용량-의존식으로 증가하였

다. 이들 역가는 0.2, 1.0 및 5.0 ㎍의 사이토킨 수준에서 각각 5, 15 및 50배까지 증가하였다. 10 이하의 역가(최초 혈청

희석액)를 역가 5로 배정하였다. ELISA로 측정한 안티-gD 반응의 경우에서와 같이, 알룸-흡착 gD에 의해 유도된 최대 바

이러스 중화 반응은 0.2 ㎍ IL-12로 유도되었다.

표 3

gD 면역에 대한 혈장 중화 항체 반응의 IL-12 증강
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림프구 증식 반응

리콜 항원에 대한 시험관내 배자발생 반응을 표 4에 요약하였다. 리콜 항원은 숙주가 이전에 대하였던 항원이다; 여기에

서, 면역된 마우스에 대한 리콜 항원은 gD이다. HSV-1 및 HSV-2에 관한 용어의 사용은 바이러스-발현된 gD와의 고도

의 교차 반응성을 가정한다. 어떤 그룹도 Vero 세포 대조군 항원에 대해 높은 수준의 비-특이성 활성을 입증하는 것으로

관찰되지 않았다. HSV-1 항원에 대한 이종 반응은 가용성이고 AlPO4 흡착된 gD와 1.0 ㎍ IL-12로 면역시킨 마우스로부

터 수거된 세포에서 최대였다. 유사한 반응 패턴이 HSV2 및 gD2 항원으로 행한 시험관내 시뮬레이션에 대해 기록되었다.

흥미롭게도, HSV-1으로 프라이밍된 마우스로부터의 비장 세포가 본 실험에서 HSV-2 gD에 대해 반응성을 입증하였다.

표 4

gD/TL-12 림프구 증식 반응

사이토킨 반응

1.0 ㎍ 용량의 IL-12를 사용하여 마우스의 선발 그룹에 대해 사이토킨 프로필을 평가하여 표 5에 요약하였다. 단독으로 투

여한 가용성 또는 AlPO4 흡착된 gD 투여에 비해, IL-12를 첨가한 경우 IL-4에 대해 IFN-γ의 분비가 상당히 증가하였다.

표 5

사이토킨 프로필

세포분해 활성
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gD + 1.0 ㎍ IL-12, 또는 대조군 백신으로 면역시킨 동물에 대한 CTL 반응을 표 6에 요약하였다. HSV-1-프라이밍된 마

우스는 25:1 내지 3:1 범위의 E:T 비에서 비교적 균일한 세포분해 활성을 산출하였다. 가용성 gD + 1.0 ㎍ IL-12로 면역

시킨 마우스로부터 유도된 면역세포 배양액에서 필적할 만한 수준의 사멸이 관찰되었다. 여타 백신 또는 대조군으로부터

의 비장 세포에서는 어떠한 유의할 만한 세포분해 활성도 관찰되지 않았다.

표 6

CTL 활성

균등물

당업자는 단지 일상적인 실험을 이용하여 본원에 기술된 본 발명의 특정 양태에 대한 다수의 균등물을 인식하게 되거나 확

인할 수 있다. 이러한 균등물 역시 본 발명의 범위내에 포함된다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
삭제

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.
삭제

청구항 5.
삭제

청구항 6.
삭제

청구항 7.
삭제

청구항 8.
삭제

청구항 9.
삭제
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청구항 10.
삭제

청구항 11.
삭제

청구항 12.
삭제

청구항 13.
삭제

청구항 14.
삭제

청구항 15.
삭제

청구항 16.
삭제

청구항 17.
삭제

청구항 18.
삭제

청구항 19.
삭제

청구항 20.
삭제

청구항 21.
삭제

청구항 22.

허피스 심플렉스 I 형의 당단백질 D, 허피스 심플렉스 II 형의 당단백질 D 및 이들의 조합으로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는 허피스 심플렉스 바이러스 항원, 보조량의 인터루킨-12, 및 현탁 알룸의 혼합물을 포함하고, 임의로 생리학적으로 허

용되는 비히클을 포함하는 백신 조성물.

청구항 23.

제 22 항에 있어서, 인터루킨-12가 상기 현탁 알룸에 흡착되는 백신 조성물.

청구항 24.
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제 22 항에 있어서, 인터루킨-12가 인간 인터루킨-12인 백신 조성물.

청구항 25.

제 22 항에 있어서, 알룸이 수산화 알루미늄 또는 인산 알루미늄인 백신 조성물.

청구항 26.
삭제

청구항 27.
삭제

청구항 28.
삭제

청구항 29.
삭제

청구항 30.
삭제

청구항 31.
삭제

청구항 32.

허피스 심플렉스 I 형의 당단백질 D, 허피스 심플렉스 II 형의 당단백질 D 및 이들의 조합으로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는 허피스 심플렉스 바이러스 항원, 보조량의 인터루킨-12 및 현탁 알룸의 혼합물을 포함하고, 임의로 생리학적으로 허

용되는 비히클을 포함하는 면역원 조성물.

청구항 33.

제 32 항에 있어서, 인터루킨-12가 상기 현탁 알룸에 흡착되는 면역원 조성물.

청구항 34.

제 32 항에 있어서, 인터루킨-12가 인간 인터루킨-12인 면역원 조성물.

청구항 35.

제 32 항에 있어서, 알룸이 수산화 알루미늄 또는 인산 알루미늄인 면역원 조성물.

청구항 36.
삭제
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